Basic Studies on Mammalian Fertilization and Implantation by 馬場 忠 & Baba Tadashi
受精と着床に関する基礎研究と応用基盤の構築
著者 馬場 忠
発行年 2013
その他のタイトル Basic Studies on Mammalian Fertilization and
Implantation
URL http://hdl.handle.net/2241/120798
 様式Ｃ－１９ 
 
科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年５月２７日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 受精と着床に関する基礎研究を行い、将来の応用研究の基盤構築を目指した。精子の卵丘細
胞塊進入には精子の受精能獲得が重要であり、卵丘細胞塊の細胞外マトリクスと卵子透明帯は、
卵子との融合までに精子のアクロソーム反応を完全に起させるためのツールであると考えられ
た。また、子宮と卵管の分泌液から受精能付与（促進）因子の精製を試み、その因子の添加に
よって精子と卵子の融合が著しく促進された。さらに、着床痕部位と非着床痕部位での着床決
定の分子機構に関して調べ、着床には ERK1/2経路による ERαの活性化が重要な役割を果たし
ていることが示唆された。 
研究成果の概要（英文）： 
 This study has focused on the molecular mechanisms on mammalian fertilization and 
implantation. On the basis of the results obtained, sperm entry into the cumulus mass 
may be dependent on capacitation status of sperm. The present study also proposes that 
fertilizing sperm complete acrosomal exocytosis in the cumulus matrix and on the oocyte 
zona pellucida before fusing with the oocyte. A factor that facilitates sperm/oocyte 
fusion has been identified in uterine and oviductal fluids. Moreover, activation of 
ERalpha in the ERK1/2 pathway may play an important role in embryo implantation. 
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１．研究開始当初の背景 
 生殖は、異なる細胞の相互認識である受精
と着床を利用して次世代を誕生させるまで
の過程である。すなわち、種の維持と個体の
遺伝的多様性を保証するための生物の基本
的な営みである。受精はほぼすべての動物種
に普遍的な生殖繁殖戦略であるが、長い基礎
研究の歴史にもかかわらず、いまだに全解明
には至っていない。また、着床の分子機構に
関してはそれほど基礎研究が進展しておら
ず、アウトラインだけが明らかになっており、
不明な点が多く残されているのが現状であ
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る。一方で、体外受精と顕微授精に代表され
る生殖補助技術がヒト不妊症治療法として
登場し、わが国の社会問題である少子化と相
まって急速に臨床の場へ普及している。しか
し、過去 10 数年間の不妊症治療の臨床成績
は妊娠率が 20～30％程度のままであり、その
技術改善と同時に、生殖分野の本質的・包括
的な科学的論拠の土台作りが世界規模で求
められている。同様に、農学の領域でも生殖
に関する問題点が浮き彫りにされている。例
えば、人工授精が行われているウシの受胎率
が過去 20 年間に渡って年々低下しており、
現在は約 40％になっている。このように、人
類社会に直接関与する重要性を考慮すれば、
生殖に関する学術的基礎基盤を確立させる
ことは社会的急務である。 
顕微授精などの生殖補助技術の進展で雌
性生殖器や卵子を取巻く環境を経由しなく
ても受精できることが実験的に証明され、雌
性生殖器での精子機能制御に生理的意義が
ないような錯覚が広がっている。また、さま
ざまなノックアウトマウスの解析によって
受精に関するこれまでの科学的概念が大き
く揺らいでいる。すなわち、数多く同定され
た受精に関与する精子タンパク質の大部分
が、実際には予想通りの機能をもたないこと
が明らかになっている。しかし、受精研究領
域でもいくつかの新しい発見があった。ひと
つは、精子が子宮から卵管へ移動できないた
めに不妊となることである。私たちが作製し
たADAM1a欠損オスマウスもこれに該当する。
また、精子の卵丘細胞塊への侵入と卵丘細胞
層通過が受精で重要であることが、ADAM1a
やヒアルロニダーゼSPAM1欠損マウス精子の
解析によって明らかになった。これらの研究
結果は、精子と卵子透明帯の結合とそれに伴
うアクロソーム反応を中心として展開して
きた国内外の受精研究が大きな分岐点を迎
えており、重要なポイントは別にあることを
示唆している。換言すれば、受精研究は新た
な局面を迎え、従来の仮説のほとんどすべて
を刷新できる可能性がある。 
 さらに、重要な発見のひとつとして、精子
に受精能を付与する因子が子宮や卵管から分
泌されていることが見いだされた。精子セリ
ンプロテアーゼ PRSS21 の欠損マウスは自然
交配で正常な産仔産生能を有しているが、体
外では精巣上体精子の受精能が著しく低下し
ている。しかし、子宮・卵管分泌液の添加に
よって、その欠損精子の受精率は著しく改善
する。この研究によって、精子の雌性生殖器
移動と通過の重要性が再確認されたといえる。 
 着床に関して言えば、不妊症治療での低い
妊娠率は低着床率が原因であり、子宮内膜上
皮細胞への胚の接着・融合を人為的に制御す
る技術は未開発である。着床に関する基礎研
究も国内外で行われており、リゾホスファチ
ジン酸受容体 LPA3をはじめとしていくつかの
着床関連分子が報告されている。しかし、こ
れらの分子は遺伝子ノックアウトによって着
床不全が偶然的に見いだされた色彩が強く、
着床機構の全体像は依然として不明である。
着床に関する研究の難しさは、生体外での分
析系がほとんどなく、しかも生体内での着床
部位を予測・特定することができないため、
胚と子宮内膜上皮細胞との直接的な解析がで
きないところにある。 
 この研究計画は、このような国内外の学術
的背景や社会動向、さらに私たちの研究成果
を基盤として着想に至っている。受精や着床
機構の基礎研究を展開し、将来へ向けた生殖
に関する確固たる応用研究の基盤を構築す
ることが目標である。 
２．研究の目的 
この研究はおもにマウスを用いて行うが、
総花的にならないように受精と着床で最も
重要なポイントにゴールを定め、４年間で次
の３項目を研究する。 
（１）精子と卵丘細胞塊の相互作用の解析：
受精では、精子の卵丘細胞塊への侵入と卵丘
細胞層通過が非常に重要であることが見い
だされた。精子と卵丘細胞塊の相互作用を明
確にする。 
（２）子宮と卵管での精子受精能獲得機構の
解析：精子受精能獲得に関与するどのような
因子が子宮や卵管から分泌され、精子細胞膜
上でどのように機能しているのかを理解す
る。 
（３）胚盤胞胚と子宮内膜上皮細胞の接着機
構の解析：胚盤胞胚が子宮内膜上皮細胞に接
着・結合する際に機能する因子群を同定し、
それらの機能解析によって着床の仕組みを
理解する。 
３．研究の方法 
（１）精子と卵丘細胞塊の相互作用の解析 
 まず、精子の卵子卵丘細胞塊侵入にアクロ
ソーム反応が必要か否かを明確にする。精子
アクロソーム内膜に存在するタンパク質に
対する抗体を FITC などで蛍光標識し、自発
的にアクロソーム反応した精子だけをラベ
ルする（精子核も標識しておく）。次いで、
卵丘細胞塊へ媒精し、蛍光顕微鏡のもとでリ
アルタイム観察する。野生型マウス精子のほ
か、ACRや PRSS21などの欠損精子も調べてみ
る。もし、アクロソーム反応が必須という結
果になれば、野生型と各種欠損マウス精子の
卵丘細胞との接着・結合を調べてみる。 
 次に、精子の卵丘細胞層通過が受精で重要
な役割を果たしていると仮定し、卵丘細胞塊
内で起こる事象に焦点を当てて研究する。ま
ず、上述のように、あらかじめ自発的にアク
ロソーム反応した精子を蛍光標識し、媒精後
に固定し、別の精子アクロソームタンパク質
に対する抗体で多重染色する。この実験によ
って、卵丘細胞層通過時にアクロソーム反応
するのか、あるいはすでにアクロソーム反応
を起した精子が卵丘細胞層通過に必須なの
か否かが明確となる。 
 精子が卵丘細胞に接着・結合することによ
ってアクロソーム反応誘発が起こり、それに
よって放出されるアクロソーム内容物と精
子運動性によって卵丘細胞層を通過してい
る可能性がある。そこで、それらの現象を分
子レベルで説明するために、①卵丘細胞のア
クロソーム反応誘発因子と②卵丘細胞層分
散に関与する精子側の因子の同定と機能解
析を行う。①に関しては、卵丘細胞表層タン
パク質をビオチン化し、ファーウエスタン法
で精子表層に結合する候補タンパク質を同
定し、質量分析で決定する。また、機能の確
認は、組換え型タンパク質による精子の卵丘
細胞との接着・結合の阻害で判断する。他方、
②については、まず、野生型と各種欠損精子
をカルシウムイオノフォアで強制的にアク
ロソーム反応を起こさせ、遊離したアクロソ
ーム構成タンパク質を調製する。次いで、イ
オン交換クロマトグラフィーによって分画
し、それぞれの画分を卵丘細胞塊へ添加して、
卵丘細胞の分散を指標として目的の分子を
検索する。加えて、質量分析によって分子を
特定するとともに、それらの卵丘細胞層にあ
る天然基質を調べる。 
（２）子宮と卵管での精子受精能獲得機構の
解析 
 PRSS21欠損マウスの精巣上体精子は、野生
型マウス精子と異なり精子の卵子透明帯結
合、透明帯上でのアクロソーム反応、および
卵子融合での能力が著しく低下している。し
かし、その欠損オスマウスは自然交配によっ
て正常に産仔を産出できる。そこで、子宮・
卵管分泌液から受精能付与因子を同定する
ことを試みる。性腺刺激ホルモンによる過排
卵処理をしたマウス子宮・卵管分泌液を調製
し、ゲルろ過とイオン交換カラムなどを用い
て精製する。受精能付与分子を精製する際に
マウス卵管分泌液の量的な問題が出た場合
には、ラットを用いて同様の研究を行う。 
 精子の受精能獲得に関与する分子が同定
できれば、体外受精系で機能解析を行う。特
に、タンパク質分子の機能ドメインの特定と
それらの分子および細胞間相互作用に関す
る解析を進める。また、それらの分子がタン
パク質でなければ、バイオアッセイ系などを
用いて同定された分子のどの官能基が精子
機能制御に関与しているのかを明確にする。
さらに、目的の分子がタンパク質あるいは非
タンパク質であっても、その因子の由来と合
成経路、および分泌様式などを詳細に調べる。 
（３）胚盤胞胚と子宮内膜上皮細胞の接着機
構の解析 
 着床に関与する分子の同定を目的として、
胚盤胞胚が着床できない膣栓形成後２日と
着床できる４日後の内膜上皮細胞を用いて、
着床時期特異的に発現する遺伝子と膜タン
パク質を網羅的に解析する。まず、組織から
RNA を抽出し、マイクロアレイを用いた発現
解析を行う。また、1％ TritonX-114 で膜画
分を選択的に可溶化し、二次元電気泳動と質
量分析によって特異的に出現する膜タンパ
ク質を同定する。さらに、胚盤胞胚のビオチ
ン標識胚表層タンパク質を用いて、それに結
合する内膜上皮細胞膜タンパク質をファー
ウエスタン法によって同定する。同定したタ
ンパク質については、抗体を作製して子宮内
膜上皮細胞での局在を免疫組織化学的に調
べる。加えて、その組換え型タンパク質を作
製してポリスチレンビーズへ固定し、そのビ
ーズの胚盤胞胚への付着結合能を調べて機
能の確認を行う。 
４．研究成果 
マウスでの受精と着床に関する基礎研究
を行い、次のような成果を得た。 
（１）精子と卵丘細胞塊の相互作用 
 まず、精子が卵丘細胞塊へ進入する際にア
クロソーム反応が必要かどうかを調べた。野
生型マウスを用いて受精能獲得処理中に自
発的アクロソーム反応した精子頭部と細胞
核をそれぞれ蛍光標識し、卵丘細胞塊へ媒精
した。一定時間経過後に新しくアクロソーム
反応した精子を免疫染色し、卵丘細胞塊表面、
卵丘細胞塊の細胞外マトリクス、および卵子
透明帯に存在する精子数を算出した。その結
果、すでにアクロソーム反応している精子も
未反応な精子も卵丘細胞塊へ進入し、卵子透
明帯まで到達できることが明らかになった。
次に、精子ヒアルロニダーゼ SPAM1 と HYAL5
のシングル欠損マウスを解析した。SPAM1 欠
損精子は卵丘細胞塊の外部辺縁部で異常に
蓄積し、自発的アクロソーム反応を起した精
子は卵丘細胞塊へほとんど進入せず、さらに
アクロソームを保持した精子でも卵丘細胞
層通過時に反応を起こすことが明確となっ
た。他方、精子タンパク質のチロシンリン酸
化や精子頭部アクチン重合、自発的アクロソ
ーム反応などを調べてみると、SPAM1 欠損精
子の受精能獲得が顕著に遅れていることが
判明した。このように、精子の卵丘細胞塊進
入にはアクロソーム反応よりも受精能獲得
の有無が重要であり、卵丘細胞塊の細胞外マ
トリクスと卵子透明帯は、卵子との融合まで
に精子のアクロソーム反応を完全に起させ
るためのツールであると考えられる。 
一方、精子の卵丘細胞塊進入に精子プロテ
アーゼが関与しているのかを明らかにする
ために、トリプシンインヒビターであるパラ
アミノベンザミジン存在下で体外受精試験
を行った。パラアミノベンザミジンが存在す
ると精子はほとんど卵丘細胞塊へ進入でき
ず、このため精子が卵子透明帯へ到達できな
かった。また、SPAM1 欠損精子で見られる卵
丘細胞塊外部辺縁部への異常蓄積は見いだ
せなかった。したがって、精子の卵丘細胞塊
進入には、精子トリプシン様酵素が機能して
いることが示唆された。この可能性を追求す
るために、精子トリプシン様プロテアーゼ
ACRと PRSS21をそれぞれ欠損するマウス精子
を用いて、精子の卵丘細胞塊への進入と通過
を調べた。PRSS21欠損精子は野生型精子と同
じであったが、ACR 欠損精子の卵丘細胞層通
過が有意に遅延していることが明らかにな
った。また、SPAM1と ACRあるいは SPAM1と
PRSS21 をダブルで欠損するマウスを作製し、
精子の性質を調べた。ダブル欠損オスマウス
はいずれもほぼ正常な交配能力をもってい
たが、体外受精試験を行うと、受精能がかな
り低下していた。加えて、精子の運動性には
差異が認められなかったが、精子の卵丘細胞
塊進入と通過は、これらのダブル欠損マウス
が SPAM1シングル欠損マウスよりも有意に減
少していた。以上の結果から、精子セリンプ
ロテアーゼ ACR あるいは PRSS21 が SPAM1 と
協働的に精子の卵丘細胞塊進入と通過で機
能していることが示唆された。 
（２）子宮と卵管での精子受精能獲得機構 
 子宮と卵管での精子の受精能獲得機構を
解析するために、マウス子宮と卵管の分泌液
から受精能付与（促進）因子の精製を試みた。
しかし、量的な問題があったためラットで同
様の実験を行った。子宮または卵管分泌液を
Develosil RP-Aqueousと Shodex SB402.5-4E
カラムで分画し、卵子との融合能力が著しく
低下している PRSS21 欠損マウス精子の融合
率回復を指標として受精能付与因子を精製
した。PRSS21 欠損精子の融合率は 10～20％
であったが、精製した因子の添加によってほ
ぼ 100％まで回復した。また、パラアミノベ
ンザミジンが存在すると野生型精子の融合
は著しく阻害されるが、この因子の添加によ
って融合がほぼ完全に回復した。さらに、こ
の因子の化学構造を決定するために、精製標
品を LC/MS/MS や NMR で分析したが、依然と
していくつかの分子が混入しており、最終的
な同定には至らなかった。現在、さらに精製
を進めている。 
（３）胚盤胞胚と子宮内膜上皮細胞の接着機
構 
 まず、経産マウスの子宮には胎盤剥離によ
る着床痕が見られ、出産後１ヶ月以上たって
もこの痕跡が維持されて、その部位は子宮で
等間隔に存在することが見いだされた。また、
出産後１ヶ月以内の経産マウスを再び自然
交配させると、新しい胚が着床痕の間で着床
することも明らかになった。これらのことを
利用して、着床痕部位と非着床痕部位での着
床決定の分子機構に関して比較検討した。結
果として、経産マウスの着床には ERK1/2 経
路による ERα の活性化が重要な役割を果た
していることが示唆された。さらに、胚と着
床部位上皮細胞の接着を調べるために、胚盤
胞胚の透明帯を除去し胚表層のタンパク質
を標識後に抽出した。それらが子宮着床部の
どこで結合するかを調べたが、明確な結果を
得ることができなかった。 
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